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Komplex mellan ett virus, vars cellblndande receptor 
lnaktlverats, och en antikropp, vllken har formaga att 
interagera med ett specifikt antigen pa ytan av en mamma- 
liecell, vllket antigen skiljer sig fran den cellulara 
struktur son i annat fall skulle mediera blndnlng av vi- 
ruset till cellytan, och vllket har formaga att mediera 
intrangning av en viruevektor eller infektiost virus i 
mammal ieceller . 
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Foreliggande uppf inning avser ett komplex mellan ett 
virus, vars cellbindande receptor inakti verats , och en 
5 antikropp. Uppflnningen ar tillampbar pa situationer, dar 
det ar onskvart att introducera virus i utvalda mammalie- 
celler for medicinska andamal. 

Virus intranger 1 mammal ieceller efter blndning mel- 
lan en viral receptor och en kemisk struktur eller ligand 

10 i cellmembranet . Denna ursprungliga bindning ar ett forsta 
och nodvandigt steg som leder till intrangning av virus 1 
cellen och ef terfoljande transkription av det virala geno- 
met och replikering av viruset inne i cellen. Relativt 
detaljerad kunskap kring strukturen och specif icite ten hos 

15 manga virala receptorer forellgger. Nar det exempelvis 

galler inf luensavirus ar specif icite ten for virusreceptom 
analog med specif ici tet en for antikroppar mot vissa tumor - 
antigener, i det att inf luensavirushemagglutinln binder 
till NeuAc2-3Gal-R, som ar narvarande pa samma strukturer 

20 som manga humana tumorassocierade antigener. 

Huvudandamalet med foreliggande uppfinning fir att 
Astadkomma teknik som mOJliggor lnforande av virus i mam- 
malieceller for astadkommande av onskad biologisk verkan i 
sadana celler. 

25 Ett annat andamal med uppfinningen ar att mojliggtJra 

virusvektorer eller inf ektionsvirus att riktas till speci- 
flka celler i en levande djurkropp. 

Xnnu ett andamal ar att astadkomma teknik som gor det 
mojligt for virus att selektivt intranga i specif ika cel- 

30 ler i en levande djurkropp. 

For dessa och andra andamal astadkommes genom uppfin- 
ningen ett komplex mellan ett virus och en antikropp, var- 
vid cellbindningsreceptorn hos namnda virus inaktiverats . 
Namnda antikropp har fOrmagan att interagera med ett spe- 

35 cifikt antigen pa mammaliecellens yte, vilket antigen ar 
olikartat den cellulara struktur som i annat fall skulle 
mediera virusets bindning till cellytan. Vidare har namnda 
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antigen formagan att mediere intrangning av en virusvektor 
eller infektios virus i cellen. 

Antikroppen kan endera vara en monoklonal antikropp 
eller ett fragment av en hel antikropp. 
5 Antikroppen kan bindas till viruset pa olika satt, 

sasom genom kemisk konjugering, genom bindning av anti- 
kroppen till viruset via ett inununokemiskt reagens eller 
genom anvandnlng av en bifunktionell antikropp, som binder 
savHl till viruset som till ett cellulart antigen. 
10 Antikroppen kan aven uttryckas pa virusets ytholje 

efter kloning i virusets genom av gen eller gener for hela 
antikroppen eller fragment darav. 

Inaktiveringen av den virala cellreceptorn i enlighet 
med foreliggande upp finning kan ske pa kemisk vag, medelst 
15 en specifik antikropp eller genom teknisk genraanipulation 
av det virala genomet. Genen for den virala cellreceptorn 
eller delar darav kan salunda ersattas med antikropps- 
gener. 

Komplexet enligt foreliggande uppfinning ar avsett 
20 for medicinsk anvandnlng. Komplexet kan salunda anvandas 
son vektor for introduktion av gener i celler eller organ 
for specif ika terapeutiska andamal. Komplexet kan aven an- 
vandas for att uttrycka virala antigener pa cellytan for 
sadana andamal eller det kan anvandas for att astadkomma 
25 en infektion i celler barande det antigen, mot vilket an- 
tikroppen ar reaktiv. 

Genom anvandnlng av en antikropp som binder till ett 
cellulart membranantigen som kan internal iseras i cellen 
kan virus bindas till cellen via en antikropp-antigenreak- 
tion och sedan penetrera in i cellen och replikera foror- 
sakande en viral infektion. Vidare kan eftersom antigener 
ar kanda, vilka ar mer eller mindre unika for vissa typer 
av celler, virus selektivt riktas for att tranga in i och 
infektera specif ika celler i kroppen. Exempel pa sadana 
35 antigener ar vissa celldif f erentierande antigener, sasom 
CD19 pa B-celler och vissa tumorassocierade antigener pa 
carcinomceller . 



30 
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Uppfinningen g«5r det darfor mojligt att rikta virus - 
vektorer eller infektiBsa virus till specifika celler i 
kroppen med mojlighet att introducera funtkionella gener i 
utvalda cellar eller organ in vivo eller for att astadkom- 
5 ma en viral infektion i vissa celler. 

FOljande tabell visar exempel pa virala receptorer 
och deras cellulara ligander. Receptorer sasora dessa ar 
tankbara kandidater for anvandning inom raroen for forelig- 
gande uppf inning. 

10 

TABELL 1 

Vissa virala receptorer och deras cellulara ligander. 





Virus 


Cellular liqand 


Distribution 


Viral receptor 


15 


Epstein- 
Barr 


CD21 


B-celler 


gp350/220 




Inf luen- 


Sialylglykolipid 


Manga cell- 


Hemagglutinin 




sa A 


eller Sialylgly- 
koprotein inne- 


typer 




20 




hallande 
NeuAc2-3Gal-R 








Para- 


Kolhydrater inne- 


Manga cell- 


HN, H och G 




myxovirus 


hallande sialin- 


typer 






prot 


syra 






25 


Retrovirus 


Protein 


Manga cell- 
typer 


SU-protein 



Nar virus repllkerar i cellen nedrytes vissa virala 
30 proteiner till peptlder. Dessa peptider ar bundna till 
s.k. MHC-antigener inne i cellen och transporteras dar- 
efter till cellmembranet , dar peptid-MHC-komplexet tjanar 
som maltavla for ett mycket vasentligt forsvarssystem, dvs 
virusspecifika cytotoxiska T-celler, vilka i sjalva verket 
35 dodar den virusinf ekterade cellen. Vissa virus, exempel vis 
retrovirus, integreras i vardcellens genom i form av pro- 
virus som darefter kan repllkeras. Retrovirus kan manipu- 
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leras genom metoder med "genetic engineering", sa att de 
ej langre replikerar men kan anvandas som vektorer for 
introduktion av nya gener i mammalieceller . Anv&ndningen 
av retrovirala vektorer erbjuder ett praktiskt verktyg fiSr 
genterapi i m&nniskor. For n&rvarande ttr emellertid an- 
v&ndningen av retrovirala vektorer i stor utstr&ckning be- 
gr&nsad till celler av hemopoietiskt ursprung. 

Det finns ett flertal tekniska vagar genom vilka den 
cellbildande receptom i ett virus kan ersattas med en an- 
tikropp. Sadana principiella vagar ar uppstailda nedan och 
illustreras pa bilagda ritningar, namligen Figurerna 1 
till 3. 

1. Den virala receptom kan blockeras med en anti- 
kropp, som i sin tur kan konjugeras med en antikropp av 
Onskad specif icitet . 

2. Den virala receptom kan inaktiveras genom kemiska 
eller gentekniska forfaranden och den ersattande antikrop- 
pen kan sedan kemiskt kopplas direkt till viruspartikeln. 

3. Genen ftlr den virala receptom kan ers&ttas med 
gener fOr den ersattande antikroppen. 

De mojligheter som foreliggande uppf inning erbjuder 
ttr manga. Ett omrade ar genterapi pa manniskor, dftr retro- 
virala vektorer redan anvdnts for att introducera gener i 
humana celler for terapeutiska andamal. Fttreliggande upp- 
f inning kan forvantas forhoja ef fektiviteten av denna tek- 
nik, avensom mojliggora nya anvandningsomraden, sasom av- 
siktlig introduktion av gener i tumorceller. 

Ett annat omrade ar inununoterapi av tumorsjukdomar, 
dar uppfinningen kan anvandas fOr genterapi eller for att 
introducera virus i tumorceller med avsikten att uttrycka 
virala antigener vid eel ly tan sa att cellerna omvandlas 
till tankbara maltavlor for de virusspecif ika cytotoxiska 
T-cellerna. 

Uppfinningen konuner att illustreras ytterligare i det 
foljande genom konkreta exempel, vilka ej avser att in- 
skranka uppf inningens omfattning pa annat satt Mn som 
definieras genom bilagda patentkrav. 
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EXEMPEL 1 

Foljande exempel visar att bindningsspecif iciteten 
for ett virus kan blockeras och ersattas med den for en 
5 antikropp. I exemplen anvandes bindningen och infektionen 
av influensavirus A/PR/8 till humana koloncarclnomceller 
Colo 205. Cellbindningen for Influensavirus ar beroende av 
en specif ik bindningsmolekyl, Hemagglutinin (HA), son ar 
narvarande 1 det virala hoi jet och som binder till NeuAc2- 
10 3Gal-R narvarande pA manga manunalieceller. 

I detta exempel anvandes foljande strategi. 

1. Bindningen av A/PR/8 till malcellen blockerades 
medelst den monoklonala antlkroppen HK-PEG-1 mot influensa 
HA (Koprowski H, Gerhard W och Croce CM: Production of an- 

15 tibodles against influenza virus by somatic cell hybrids 
between mouse myeloma and primed spleen cells. Proc.Natl. 
Acad.Sci USA, Vol. 74, pp 2985-2988, 1977). Cellinjen pro- 
ducerande derma antikropp kan erhallas fran the American 
Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, 

20 Maryland 20852, USA: 

2. En ny bindningsspecif icitet pafordes viruset genpm 
en annan antikropp som kemiskt konjugerats till HK-PEG-1- 
antikroppen som anvandes for att blockera vlrusets natur- 
liga cellbindning. Antlkroppen 0KT9 (US-patentet 

25 4,364,934) som reagerar med transferrinreceptorn pa proli- 
ferate manunalieceller anvandes for detta andamal. En an- 
tikropp mot transferrinreceptorn anvandes pa grund av att 
transferrinreceptorn snabbt och konstitutionellt lnterna- 
liseras av cellema Jamte en antikropp som omsatts med 

30 receptorn (Schwartz AL: Cell Biology of Intracellular 

Protein Trafficking, Ann. Rev. Immunol. , Vol 8, pp 195-229, 
1990). Cellinjen som producerar 0KT9- antlkroppen kan er- 
hallas fran the American Type Culture Collection. 

Den forvantade duala effekten pa virusbindningen av 

35 antikroppskonjugatet som anvandes visas schematiskt i Fig. 
4 av ritningarna. 
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EXEMPEL 2 

Influensa A/PR/8 erholls fran Statens Bakteriologiska 
Labor a tor ium, S-10521 Stockholm, Sverige. 

5 HK-PEG-1 och QKT9-antikropp 

Hybridomceller erhttlls fran the American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 
20852, USA. Hybrodimceller odlades i Iscoves medium supp- 
lemeterat med 10% fetal t kalvserum. Antikroppsproduktion 

10 utfordes i dlalysror ( Sjogren- Jansson E och Jeansson S: 
Large-Scale Production of Monoclonal Antibodies in Dia- 
lysis Tubin, J. Immunol. Meth. , Vol 84, pp 359-364, 1985) 
och antikroppar renades genom af f initetskromatografi pa 
ett Protein A-Sepharos CL-4B (Pharmacia, Uppsala, 

15 Sverige) (Ey PL, Prowse SJ och Jenkln CR: Isolation of 
pure IgGl, Ifl^a on< ^ *V G 2b irranuno 9 lobulins f rom mouse 
serum using Protein A-Sepharose. Immunochemistry Vol 15, 
pp 429-436, 1978). 

20 Antikroppskon jugat : 

Antikroppskon jugat framstalldes under anvandning av 
det heterobif unktionella reagenset N-succinlmidyl ( 2- 
pyridylditio )-propionat, SPDP (Pharmacia, Uppsala, 
Sverige) (Carlsson J, Drevln H och Axen R: Protein thiola- 

25 tion and reversible protein protein conjugation. N-succi- 
nlmldyl 3(2 pyridyldithio) propionate - a new heterobif unc- 
tional reagent. Biochem.J., Vol 173, pp 723-737, 1978). 
Konjugaten renades fran oreagerad antlkropp genom gelfil- 
trerlng pa Superdex 200 (Pharmacia, Uppsala, Sverige). 

30 

Tltrering av virus genom Hemagglutination: 

Hemagglutination av roda blodkroppar av human blod- 
grupp 0 utfordes 96-brunnars trag under anvandning av 
standardmetoder (Mahy BWJ, ed: Virology, a practical ap- 
35 proach. IRL Press, Oxford, 1985). 
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Colo 205 koloncarclnomceller erholls fran the 
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, 
Rockvllle, Maryland 20852, USA, och inneholls i Iscoves 
medium med 10% fetalt kalvserum. 

5 

Resultat 

Inhiberinq av viral bindning genom HK-PEG-l-antikropp och 
HK-PEG-l-konjuqat 

Inhibering av viral bindning till dess cellulara li- 

10 gand uppmattes genom hemagglutinationsmetoden. Virus, 800 
HAU (HemAgglutinating Units) /ml inkuberades 1 1 t inline vid 
rumstemperatur med antikropp vid olika koncentrationer och 
tillats sedan agglutinera humana roda blodkroppar. HK-PEG- 
l-antikropp medforde fullstandig inhibering av agglutina- 

15 tion vid 7ug/ml eller mer, medan motsvarande siffra for 
HK-PEG-1 konjugerade till 0KT9 var lOug/ml. 

Formaga for HK-PEG-l-konjuqat att mediera viral infektion 
HK-PEG-1 eller HK-PEG-1 -konjugerad till 0KT9 inkube- 

20 rades med 100 HAU av A/PR/8-virus i 1 timme vid rumstempe- 
ratur for att blockers HA-molekylerna i det virala hOljet. 
Dttrefter inkuberades virusberedningarna tillsammans med 
2xl0 6 Colo 205-celler i 1 ml PBS i 1 timme vid 37°C. Cel- 
lerna tvattades tre ganger med PBS genom centrifugering, 

25 suspenderades 1 1 ml komplett medium och inkuberades vid 
37 °C i 24 tiramar. Narvaro av virus i mediet bestamdes ge- 
nom hemagglutination. Resultaten visas i Tabell 2 nedan. 
Det fir uppenbort, att konjugationen av 0KT9 till HK-PEG-1 
tillater viruset att lnfektera cellerna genom att ge viru- 

30 set ett nytt bindst&lle i cellmembranet sa att dftri genom 
undvikes den inhibition som fOrorsakas av enbart HK-PEG-1- 
antikroppen. Den minskande inf ektiviteten med stigande an- 
tikroppskoncentration ttr fOrmodligen en effekt av bild- 
ningen av stora virus-antikroppskomplex, eftersom sadana 

35 komplex tas mindre effektivt upp i cellen. 



503 225 



8 



TABELL 2 

Produktlon av virus uppmfitt genora hemagglutination genom 
Colo 205-celler infekterade raed Influensa A/PR/8 forbe- 
5 handlad med olika antikroppar. 

Antikropp Koncentration (ug/ml) HA-titer 



Ingen 



1/16 



10 



HK-PEG-1 
HK-PEG-1 
HK-PEG-1 



30 
100 
300 



Negativ (<l/2) 
Negativ (<l/2) 
Negativ (<l/2) 



HK-PEG-1 /0KT9 30 
HK-PEG-1 /0KT9 100 
15 HK-PEG-1 /OKT9 300 



1/8 
1/4 
1/2 



20 



25 



30 



35 
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PATENTKRAV 

1. Komplex mellan ett virus, som har formaga att 
intranga i mammalieceller efter bindning mellan ett viralt 
adsorptlonsproteln och en kemlsk struktur eller ligand 1 
5 cellmembranet, men vars vlrala adsorptlonsproteln inakti- 
verats, och en antlkropp, vilken har formaga att inter- 
agera med ett specif lkt antigen pa ytan av en mamraalie- 
cell, vilket antigen sklljer slg fran det vlrala adsorp- 
tlonsprotelnet som 1 annat fall skulle med 1 era bindning av 
10 vlruset till cellytan, och vilket har formaga att mediera 
intrangning av en virusvektor eller infektiost virus 1 
mammalieceller . 

2. Komplex enligt patentkravet 1, varl antikroppen ar 
on monoklonal antlkropp. 
15 3. Komplex enligt patentkravet 1, vari antikroppen ar 

ett fragment av en hel antlkropp, vare slg den framstallts 
pa kemlsk vag eller genom expression av antikroppsgener 
eller DNA-sekvenaer innehallande information harledd fran 
antikroppsgener . 



20 



25 



4. Komplex enligt nagot av de foregaende patentkra- 
ven, vari antikroppen ar bunden till viruset genom kemlsk 
konj ugering. 

5. Komplex enligt nagot av de foregaende patentkra- 
ven, vari antikroppen ar bunden till viruset via ett Un- 
munokemiekt reagens, sasom en anti-species-antikropp, 
avidin eller streptavidin. 

6. Komplex enligt nagot av de foregaende patentkre- 
ven, vari antikroppen ar en bif unktionell antlkropp bin- 
dande till saval ett virus som till ett cellulart antigen. 

7. Komplex enligt nAgot av patentkraven 1 till 3, 
vari antibindningsstalle eller -stflllen ar uttryckta pa 
den vlrala ytan efter kloning av antikroppsgen eller - ge - 
ner eller DNA-sekvens eller -sekvenser kodande for en an- 
tikroppsbindande struktur eller strukturer 1 det vlrala 

3 5 genomet . 



30 
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8. Komplex enligt nagot av patentkraven 1 till 3, 
varl antlkroppen ar reaktivt med ett cellulart antigen med 
formaga att mediera lntrangning av ett virus i en cell. 

9. Komplex enligt nagot av de foregaende patentkre- 
5 ven, vari det virala adsorptionsproteinet inaktlverats pa 

kemisk vag, models t en specifik antlkropp eller genom gen- 
teknologisk manipulation av det virala genomet. 

10. Komplex enligt nagot av patentkravet 1 till 8, 
vari genen for det virala adsorptionsproteinet eller delar 

10 darav ersatts med antikroppsgener . 

11. Komplex enligt nagot av de foregaende patentkra- 
ven for medicinsk anvandning. 

12. Komplex enligt patentkravet 11 for anvandning som 
vektor for introduktion av gener i celler eller organ for 

15 terapeutiska andamal. 

13. Komplex enligt patentkravet 12 for anvandning for 
att uttrycka virala antigener pa cellytan for terapeutiska 
andamal . 

14. Komplex enligt patentkravet 12 for anvandning for 
20 terapeutiska andamal for att fororsaka en infektion i cel- 
ler barande det antigen, root vilket antlkroppen ar reak- 
tiv. 

25 



30 



35 
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L Ersattande antikropp korijugerad till blockerande antikropp 
/fail receptor Cellulir ligind 



Antikropp 
mot 
viral 




Antikropp 
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viral 
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antigen 




FIG. 1 
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